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Milho Bt: Teoria e Pratica da Producéao de Plantas
Transgénicas Resistentes a Insetos-Praga

Introducao

A biotecnologia moderna esta gerando um grande niamero de genes passiveis
de serem utilizados para a melhoria genética do milho, e as técnicas de
transformacédo genética de plantas poderéo ser empregadas para alterar a
funcionalidade in vivo destes genes via complementacéo, superexpressao ou
silenciamento. Progressos expressivos foram conseguidos no desenvolvimento
da tecnologia de transformacédo genética de milho na ultima década. A
transformacédo genética do milho, considerada por algum tempo problematica,
tornou-se, atualmente, um procedimento de rotina para varios genoétipos na
maioria dos laboratérios publicos e privados trabalhando com esta cultura.
Nesta Circular Técnica, serdo abordados aspectos da producao e utilizagdo em
campo do milho Bt, englobando desde as pesquisas iniciais para o isolamento e
caracterizacdo dos genes cry, sua transferéncia para cultivares de milho via
biobalistica ou Agrobacterium, sua integracdo em programas de melhoramento
classico assistido por marcadores moleculares e utilizacdo destas novas
cultivares em campo.

Bacillus thuringiensis

O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram positiva, que pode ser
caracterizada pela sua habilidade de formar cristais proteicos durante a fase
estaciondria e/ou de esporulagdo. O Bt ocorre naturalmente em diversos
habitats incluindo solo, filoplano, residuos de graos, poeira, agua, matéria
vegetal e insetos. O cristal proteico também chamado de delta-endotoxinas,
possui propriedades inseticidas especificas. Este cristal proteico € responséavel
por 20-30% da proteina total da célula (BOUCIAS; PENDLAND, 1998) e pode
ter varias formas, tais como: bipiramidal, esféricos, retangulares, cuboides e
irregulares (Fig.01). Os cristais bipiramidais apresentam uma maior frequéncia
de toxicidade do que os outros tipos e a maioria dos isolados que possuem
alguma atividade contra os lepiddpteros possuem este tipo de cristal (TYRELL
et al., 1981). O mecanismo de acao das proteinas Cry de Bt envolvem a
solubilizacao do cristal no intestino médio do inseto, a agdo de proteases sobre
a protoxina, a aderéncia da toxina Cry aos receptores do intestino médio e a
sua insercdo dentro da membrana apical criando canais de ions ou poros. A
degradacao dos cristais proteicos por enzimas proteoliticas libera proteinas
toxicas menores, chamadas de delta endotoxinas. A atividade das delta-
endotoxinas estao restritas ao trato digestivo dos insetos. Apés a solubilizacéo,
muitas protoxinas devem ser processadas por proteases presentes no intestino
médio do inseto para se tornarem toxinas ativas (TOJO; AIZAWA, 1983). As
proteinas Cry ativadas funcionam junto a receptores e canais ibnicos do
intestino.
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Figura 01: Cristal de cepas de Bacillus thuringiensis. (A) Forma bipiramidal da cepa 344; (B) forma cubdide da
cepa 1644 (VALICENTE; SOUZA, 2004).

Este patdgeno € ativo contra varias espécies de
insetos e é considerado seguro em relacao aos
mamiferos. Outra vantagem para a sua
utilizacao é a especificidade em relacao aos
insetos-praga das diferentes culturas. A
nomenclatura até 1998 abrangia cinco genes
principais: cryl, cryll, crylll, crylV e cryV. Hoje,
devido ao grande nimero de genes que sao
estudados e sequenciados, usam-se numeros
arabicos: cryl, cry2, cry3, cry4... até cry50. Os
genes cryl, cry2 e cry9 sao especificos em
relac@o aos lepidopteros, cry2 sdo ativos contra
dipteros e cry3, cry7 e cry8 contra coledpteros,
cry5, cryl2, cryl3 e cryl4 sdo ativos contra
nematoides e, cry2, cry4A, cryl10, cryll, cryl7,
cryl9, cry24, cry25, cry27, cry29, cry30, cry32,
cry39 e cry40 sédo ativos contra dipteros. Devido
ao grande numero de colec¢des de Bt no mundo,
hoje a atualizacdo dos genes Bt é feita através
do website.

Os genes cryl codificam protoxinas que variam
de 130-160kDa, as quais combinam com 0s
cristais de forma bipiramidal, possuem
tipicamente mais do que um produto génico. A
proteina CrylA é o tipo mais comum de cristal
encontrado dentre as cepas de Bt (CERON et
al., 1994) e o gene crylAb, o mais distribuido
entre as diferentes subespécies de Bt
(YAMMAMOTO; POWELL, 1993).

Toxinas Bt

As formulages disponiveis no mercado a base
de Bt representam 90% das vendas do
biopesticidas (GLARE; O"CALLAGHAN, 2000) e
tém sido usadas por mais de 40 anos para o
controle de pragas das ordens Lepidoptera e,
mais recentemente, Diptera. As primeiras plantas
transgénicas produzidas contendo genes cry ndo
apresentaram resultados satisfatérios, pois 0s
niveis de expresséo dos genes nativos eram
inferiores aos necessarios para promover uma
protecdo adequada contra as espécies-alvo no
campo. Esta baixa concentracdo de proteinas
Cry ocorreu devido ao fato de existirem
variacdes no uso do cddon para 0 mesmo
aminoacido entre espécies e estas variacdes
podem afetar negativamente a expressao génica
(GUSTAFSSON et al., 2004). Nem todos os
organismos usam o0 mesmo codon para 0s
mesmos aminoacidos na mesma frequéncia. Por
exemplo, em milho, o codon AAG é utilizado
preferencialmente do que o cédon AAA para o
aminoacido lisina. Similarmente, o cédon GCC é
mais utilizado para a alanina do que os cédons
GCU, GCA e GCG (LIU, 2009). Devido a esta
preferéncia por cédons existente entre diferentes
grupos de organismos, quando genes cry de B.
thuringiensis séo inseridos em plantas, apenas
uma pequena quantidade da proteina Cry de
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interesse é expressa. Ademais, genes
bacterianos possuem um baixo contetdo de
C+G, contrastando com os genes de plantas
(CAMBEL; GOWRI, 1990; MURRAY et al.,
1989). As sequéncias nucleotidicas bacterianas,
ricas em A+T podem ser reconhecidas por
plantas como sitios de “splice” (LIU, 2009), sinais
de poliadenilacdo (JOSHI, 1987; DIEHN et al.,
1998) ou elementos de desestabilizacdo do
RNA, tais como ATTTA (SHAW; KAMEN, 1986;
OHME-TAKAGI et al., 1993). Portanto, para
aumentar a expressao de um gene cry no
organismo receptor, estes genes devem ser
"recodificados" ao nivel de nucleotideos, ndo
apenas aproximando o contetdo de G+C do
gene cry de Bt ao do milho, mas também
mudando o cddon preferencial dos aminoacidos.
Assim, uma maior abundéancia de tRNAs e tRNA
transferases estara disponivel para ser acoplada
as sequéncias nucleotidicas alvos (IKEMURA,
1985). Por exemplo, os genes cry foram
recodificados para a expressao em plantas
(PERLAK et al., 1991), o que aumentou o nivel
da proteina Cry em até 100 vezes
(GUSTAFSSON et al., 2004).

Isolamento e caracterizacao de genes cry

A manipulacdo genética de genes cry em B.
thuringiensis pode se tornar um meio promissor
de melhorar a eficiéncia e a relacao
custo/beneficio de bioinseticidas e de plantas
transgénicas expressando estes genes.
Diferentes isolados de Bt podem mostrar uma
amplitude muito grande na atividade toxica
contra a mesma espécie, sendo que um isolado
pode ser muito ativo contra uma espécie e
virtualmente inativo contra outra (JARRET;
BURGES, 1982). Existem algumas combinacdes
de proteinas Cry que mostram uma toxicidade
sinergética em relacao aos lepidépteros (LEE et
al., 1996). Estes autores relatam que em
bioensaios houve sinergismo entre as proteinas
CRY1Aa e CRY1Ac, enquanto que a mistura de
CRY1Aa e CRY1Ab mostrou antagonismo em
relac@o ao controle de Lymantria dispar.
Objetivando o controle de insetos lepidépteros
pragas da cultura do milho, a Embrapa Milho e
Sorgo iniciou um levantamento de cepas de Bt
em diferentes regides do Brasil, incluindo regides
produtoras e ndo produtoras de milho,
abrangendo diferentes tipos de solos, culturas ou
microclimas (residuos de graos, insetos mortos)
(Fig. 02).
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Figura 02: Mapa representando os pontos de amostragem (em azul) nas diversas regides Brasileiras

Todos os isolados de Bt obtidos s&o testados
contra Spodoptera frugiperda, ou lagarta-do-
cartucho in vitro, sendo realizada a
caracterizacdo molecular daqueles mais
eficientes. O isolamento de cepas de Bt é
confirmado por meio de microscépio de
contraste de fase, através da observacao dos
cristais proteicos. Bioensaios para avaliacédo da
toxicidade das cepas para S. frugiperda séo
realizados, expondo larvas de dois dias de
idade, criadas em dieta artificial, a uma
suspenséo de esporos e cristais (Fig 03). As
lagartas (25 larvas/bioensaio/cepa) sdo
acondicionadas em recipientes plasticos
descartaveis (50 mL) a uma temperatura de
27°C, umidade relativa de 70% e fotofase de

14h/10h. As cepas sao consideradas eficientes
guando a mortalidade é superior a 75%. Até o
presente momento, foram coletadas 1755
amostras de solo de dez diferentes estados
brasileiros, abrangendo quatro diferentes regiées
e com um saldo total de aproximadamente 4.700
cepas isoladas. Deste total, apenas 169 cepas
apresentam mortalidade acima de 75%,
resultando em uma eficiéncia de
aproximadamente 3% das cepas testadas contra
a lagarta-do-cartucho. Este banco de cepas de Bt
est4 localizado no Laboratorio de Controle
Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo. A maioria
das cepas isoladas até o momento foram
provenientes das regides Sul e Sudeste do
Brasil.
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Figura 03: Bioensaio para avaliacao da toxicidade das cepas de Bacillus thuringiensis para S. frugiperda. (A)
Bacillus thuringiensis crescendo in vitro; (B) diferentes estadios de larvas de Spodoptera frugiperda

acondicionadas em recipientes plasticos descartaveis

A literatura menciona que 13 sorovariedades de
B. thuringiensis foram testadas em larvas de S.
frugiperda e relata que os serovars (sv)
galleriae, aizawai e tolworthi causaram
mortalidade acima de 90%. Estes dados foram
parcialmente confirmados pelos resultados
obtidos no laboratério da Embrapa Milho e
Sorgo, onde a sv tolworthi matou acima de 95%.
Entretanto, as sv galleriae e aizawai ndo
causaram mortalidade acima de 15%. Bohorova
et al. (1995) testaram mais de 400 cepas contra
as principais pragas da cultura do milho e os
resultados mostraram que 99% dos isolados
causaram mortalidade abaixo de 50%. Estes
nameros sao importantes porque mostram a
dificuldade de se encontrar isolados de Bt
eficientes no controle da lagarta-do-cartucho.
Esta dificuldade em controlar lagartas de S.
frugiperda com as proteinas Cry € confirmada
por Baum et al. (1999), que afirma poder haver
variagao dentro do mesmo género.

Atualmente, a Reacdo da Polimerase em
Cadeia (PCR) é uma das técnicas moleculares
mais usadas na caracterizacdo de cepas de B.
thuringiensis (CAROZZI et al., 1991; CERON et
al., 1994, 1995; BRAVO et al., 1998;
VALICENTE et al., 2000). Dentre as cepas mais
eficientes da colecao da Embrapa Milho e
Sorgo, a maioria dos isolados apresentou 0s
genes crylAb e crylE, algumas, 0s genes
crylB, cryl, crylFb e apenas uma cepa até o
momento, o crylC (VALICENTE et al., 2000;

VALICENTE; BARRETO, 2003). Bravo et al.
(1998) fizeram uma caracterizacado de genes cry
de uma colecédo mexicana de B. thuringiensis e
encontraram os genes crylD e crylC como os
mais toxicos para lagartas de S. frugiperda e S.
exigua.

Genes cry presentes nas cepas isoladas da
Embrapa Milho e Sorgo que apresentam alta
eficiéncia contra a lagarta-do-cartucho estao
sendo isolados, caracterizados e testados in vivo
em plantas transgénicas de milho.

Transformacéo genética de milho

Para a producéo de milho transgénico Bt, ha trés
requisitos béasicos: (i) regeneragéo in vitro do
tecido vegetal que sera transformado; (ii) a
metodologia para a insercéo do gene cry no
genoma do milho; (iii) a construcdo génica, com
genes cry e marcadores de selecéo.

Cultura de tecidos de milho visando a
producédo de plantas transgénicas

O desenvolvimento de técnicas de culturas de
células e tecidos, aliado a tecnologia do DNA
recombinante, tem ampliado consideravelmente
o potencial de utilizacdo dos métodos de cultura
in vitro para a producao de plantas de milho
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transgénicas. Como parte desse processo, 0
estabelecimento de sistemas de regeneracao
de plantas a partir de células somaticas
constitui-se em um pré-requisito de fundamental
importancia. A metodologia mais utilizada para
regeneracao do milho in vitro € a embriogénese
somatica, a qual tem a vantagem de produzir
uma estrutura bipolar que pode, teoricamente,
ser germinada e regenerada em um sé passo.

No milho, a regeneracéo de plantas via
embriogénese somatica pode ocorrer a partir de

calos do Tipo | ou Tipo Il (ARMSTRONG;
GREEN, 1985). Os calos do Tipo | s&o
compactos, amarelos ou brancos e normalmente
capazes de regenerar plantas. Os calos descritos
como do Tipo Il séo macios, friaveis e altamente
embriogénicos (Fig.4). As culturas formadoras de
calos do Tipo Il crescem rapidamente, podem ser
mantidas por um longo periodo de tempo e
formam um grande nimero de embrides
sométicos facilmente regeneraveis (VASIL,
1987).

Figura 04: Calos embriogénicos de milho. (A) Embrido zigético de milho utilizado como explante para a producéo
de plantas transgénicas; (B) embrides somaticos de milho da linhagem A188 / calo do Tipo II; (C) embrides

somaticos de milho da linhagem L3 / calo do Tipo |

Embora calos do Tipo Il sejam os mais
eficientes na producéo de plantas transgénicas
de milho, calos do Tipo | podem também ser
utilizados. A ocorréncia de calos embriogénicos
friAveis do Tipo Il ndo é tdo comum, apenas um
namero limitado de genétipos de milho sédo
capazes de expressar este fen6tipo em meio de
cultivo, notadamente a linhagem A188
(ARMSTRONG; GREEN, 1985) e o hibrido Hill
(ARMSTRONG et al., 1991).

Com o avango da metodologia do cultivo in vitro
e, particularmente, com alteracfes na
composicao dos meios de cultura e nas
relacdes e doses dos reguladores de
crescimento, passou a ser possivel a
regeneracao de um crescente nimero de
gendtipos (NOVAK et al., 1983; LUPOTTO,

1986; RAPELA, 1985; DUNCAN et al., 1985;
PHILLIPS et al., 1988; PRIOLI; SILVA, 1989). No
entanto, a maioria destes gendtipos forma
apenas calos compactos do Tipo I.

Apesar da maioria dos genotipos de milho
capazes de regenerar plantas ser de adaptacéo a
clima temperado, gendtipos de adaptacdo
tropical capazes de regeneracao tém também
sido identificados (CARVALHO et al., 1994;
BOHOROVA et al., 1995; SANTOS-SEREJO;
AGUIAR-PERECIN, 2000; PETRILLO et al.,
2008), o que indica a possibilidade de manipular
gendtipos-elite tropicais via transformacao
genética.

Embribes zigbticos imaturos sdo os explantes
preferidos para a geracdo de culturas
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embriogénicas e producéo de plantas
transgénicas de milho.

Métodos de transformacé&o genética de milho

Os diferentes métodos de transformacéo
genética de milho podem ser divididos em dois
grupos principais: métodos indiretos e métodos
diretos. A transformagéo genética através do
método indireto utiliza uma bactéria,
Agrobacterium tumefaciens, para introduzir o
gene de interesse (GDI) no genoma do milho.
J& na transformacdao através de métodos
diretos, o GDI € introduzido no genoma sem a
intervencd@o de uma bactéria. O método direto
mais usado para a producéo de milho
geneticamente modificado é o
bombardeamento de células de milho com
microparticulas metalicas.

Transformacdo de milho usando o
bombardeamento com microparticulas

O bombardeamento de células vegetais com
DNA de interesse € um método direto de
transformacéo desenvolvido para introduzir
acidos nucleicos no genoma ou plastoma de
células (TAYLOR; FAUQUET, 2002). E uma
metodologia comumente utilizada por
laboratérios trabalhando com transformacéao
genética de plantas. Foi desenvolvida no final

dos anos 80 para manipular o genoma de plantas
recalcitrantes a transformacdo mediada por
Agrobacterium, dentre as quais, sao incluidos os
cereais (KLEIN et al., 1987, 1988; TAYLOR;
FAUQUET, 2002). Na transformacao via
bombardeamento de particulas ou biobalistica,
microparticulas de metal cobertas com o gene de
interesse (GDI) sé@o aceleradas em diregéo as
células-alvo, utilizando equipamentos conhecidos
como “gen gun” ou canhao génico (SANFORD et
al., 1987; SANFORD, 1988), com velocidades
suficientes para penetrar a parede celular e ndo
causar a morte da célula (Fig. 5). O DNA
precipitado sobre as microparticulas é liberado
gradualmente dentro da célula pos-
bombardeamento e integrado ao genoma (KLEIN
et al., 1987; TAYLOR; FAUQUET, 2002). A
aceleracao das microparticulas é obtida por uma
faisca de alta tensao elétrica ou uma descarga
de hélio. As particulas utilizadas devem ser néo-
téxicas, ndo-reativas, e menores que o diametro
da célula-alvo. Normalmente séo utilizadas
microparticulas de ouro ou tungsténio. No
método original, um sistema de aceleracdo a
base de pdlvora foi usado para impulsionar DNA
revestido por particulas de tungsténio, que
penetraram a membrana plasmatica, resultando
na expresséo génica (KLEIN et al., 1987).
Dispositivos modernos, como por exemplo PDS
1000 (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
E.U.A)), utilizam o gas hélio ou, no caso do gene
gun Accell (Agracetus, Inc., Middleton, WI,
E.U.A)), a eletricidade para impulsionar
microparticulas em direcéo a células-alvo.
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Figura 05: Equipamento utilizado para transformacéo de milho via bombardeamento de particulas. (A) Vista do
equipamento completo; (B) acelerador das partiiculas metalicas; (C) bandeja contendo embrifes imaturos

zigoticos para serem bombardeados

Vérios parametros fisicos correlacionados com
0 equipamento de biobalistica, tais como
presséo, distancia de voo do macrocarreador e
dos microcarreadores, e vacuo precisam ser
otimizados para o sucesso da transformacéo.
Além destes parametros, os biolédgicos,
relacionados ao material vegetal e ao GDI que
sera utilizado, também devem ser estudados
em experimentos preliminares (SANFORD et
al., 1993).

A partir da década de 90, a biobalistica foi
utilizada para transformar uma grande
variedade de plantas, inclusive o milho. Gordon-
Kamm et al. (1990) e Fromm et al. (1990) foram
0S primeiros grupos a relatarem a producéao de
milho transgénico a partir do bombardeamento
de calos embriogénicos. Em seguida, varios
relatos de transformacéao de milho comprovaram
gue o bombardeamento de particulas é uma
técnica bem sucedida para inserir genes
exdgenos no genoma do milho, e com alta
reprodutibilidade de resultados (KOZIEL et al.,
1993; BRETTSCHNEIDER et al., 1997; FRAME
et al., 2000).

As principais vantagens do bombardeamento
estéo relacionadas com a utilizacao de vetores

simples e de facil manipulacao, além da
possibilidade da insercado de mais de um gene de
interesse nas células de maneira eficiente (CHEN
et al., 1998; WU et al., 2002). Embora seja
considerado um método de transformacao
bastante eficiente para o milho, uma possivel
desvantagem é a ocorréncia de multiplas cépias
do GDI e de complexos padrbes de integracdo
suscetivel ao silenciamento da expressao génica
nas geracoes futuras (WANG; FRAME, 2004).

Transformacéo de milho mediada por
Agrobacterium

Durante vérios anos, a transformacao de
monocotileddneas via Agrobacterium tinha uma
eficiéncia muito baixa. Entretanto, recentemente
este cenario esta mudando e esta metodologia
de transferéncia génica tem se tornado o método
de escolha para este grupo de plantas. Este
método de transformacado utiliza um sistema
natural de transferéncia de genes desenvolvido
pela Agrobacterium. Agrobacterium € uma
bactéria de solo capaz de causar tumores
vegetais na regiao da infeccdo. Estes tumores
resultam da presenca do plasmideo Ti ou
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plasmideo indutor de tumor na célula
bacteriana. O plasmideo Ti € uma molécula
circular grande (200 a 800 kb) de DNA fita
dupla que pode se replicar independentemente
do genoma de Agrobacterium tumefaciens
(GELVIN, 2003). Localizadas no plasmideo Ti,
encontram-se duas regifes importantes para a
transferéncia de genes da bactéria para a
planta: a regido do T-DNA e a regido vir (Fig.
06). As regides dos T-DNAs de plasmideos
selvagens contém genes que comandam a
producéo de opinas e hormonios, tais como
auxina e citocinina, pela célula vegetal. As
opinas sdo aminoacidos utilizados apenas pela

Agrobacterium como fonte de carbono e
nitrogénio, enquanto que os hormonios séo
responsaveis pela inducéo de tumores vegetais.
O T-DNA tem entre 10 e 30 Kb e suas
extremidades séo delimitadas por duas
sequéncias de 25 pb altamente homélogas,
denominadas extremidades direita e esquerda.
Agrobacterium selvagem transfere o seu T-DNA
através das membranas das células vegetais e 0
incorpora no DNA gendmico da planta. O
processamento do T-DNA e sua transferéncia
para a célula vegetal ocorrem devido, em grande
parte, a atividade de viruléncia das proteinas
codificadas na regi&o vir (GELVIN, 2003).

Esquerda &

Fegido
vir

Emer@}/’—_\h/li—m}nidade

Direita

Figura 06: Plasmideo Indutor de Tumor (Ti) de Agrobacterium tumefaciens

Para viabilizar a utilizacdo da Agrobacterium em
processos biotecnolégicos de transferéncia de
genes para plantas, é necessario que 0s genes
enddgenos do T-DNA causadores de tumor
sejam inativados e que os genes exdégenos, GDI
e GMS, sejam inseridos entre as extremidades
direita e esquerda do T-DNA. O plasmideo
recombinante resultante € novamente colocado
na Agrobacterium para ser transferido para
células vegetais (GELVIN, 2003). Tecidos ou
células transformados podem ser utilizados para
regeneracdo de plantas transgénicas
(SCHAFER et al., 1987; HIEI et al., 1994;
ISHIDA et al., 1996).

Por ser muito grande, o plasmideo Ti é dificil de
ser manipulado. Portanto, foram criados os
vetores binarios (BEVAN, 1984), os quais sao
menores e capazes de multiplicar tanto em
Agrobacterium como em E. coli e faceis de
manipular em laboratorio. Estes vetores possuem
um T-DNA artificial, no qual diferentes transgenes
podem ser inseridos, e uma origem de replicacéo
compativel com o Ti na Agrobacterium. Os
vetores binarios séo introduzidos em
Agrobacterium desarmadas, ou seja, em
Agrobacterium que carregam plasmideos Ti que
tiveram a regido do T-DNA removida. O Ti de
Agrobacterium desarmadas ainda possui a regido
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de viruléncia (vir), sendo seus genes capazes
de agir in trans para transferir o T-DNA
recombinante do vetor binario (GELVIN, 2003).

Agrobacterium tumefaciens constitui um
excelente sistema de introducéo de genes em
células vegetais, uma vez que: (i) o DNA pode
ser introduzido em todos os tecidos da planta, o
gue elimina a necessidade da producéo de
protoplastos; (ii) a integracdo do T-DNA é um
processo relativamente preciso. A regido do
DNA a ser transferida esta definida pelas
sequéncias flanqueadoras, extremidades direita
e esquerda. Ocasionalmente, produzem-se
reordenacdes, mas, na maioria das vezes, a
regido é inserida intacta no genoma da planta.
Normalmente, os T-DNA integrados mostram
mapas genéticos consistentes e segregacao
adequada. Ademais, os caracteres introduzidos
por esta via tém se mostrado estaveis durante
muitas geragdes de cruzamentos. Esta
estabilidade é critica quando se pretende
comercializar as plantas transgénicas geradas
(HIEI et al., 1994; ISHIDA et al., 1996).

Para o milho, a técnica de Agrobacterium foi
relatada por resultar em alta eficiéncia com alto
namero de eventos contendo apenas uma ou um
baixo numero de copias do transgene no
genoma, quando comparada com a biobalistica
(ISHIDA et al., 1996; ZHAO et al., 2001;
GORDON-KAMM et al., 2002; FRAME et al.,
2002; LUPOTTO et al.,, 2004; HUANG; WEI,
2004; ISHIDA et al., 2007).

Construcdes génicas

Genes de interesse e marcadores de selecéo

Transgenes, isto é, 0s genes que sao inseridos
via técnicas de biologia molecular no milho séo
constituidos basicamente da regidao codificadora
do gene de interesse (GDI) ou do gene marcador
de selecdo (GMS) e de sequéncias reguladoras
da expresséao génica (Fig. 07).

GDI TERMINADOR
Lipiguiting NOS
CalV 355 RS CalV355
pin i

Figura 07: Principais regides componentes de um gene. Ubiquitina e CaMV35S: exemplos de promotores
utilizados para direcionar a expressao dos genes cry; NOS, CaMV35S e pin II: exemplos de regifes terminadoras

utilizadas para finalizar a transcricdo dos genes cry
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O GDI e 0 GMS séao sequéncias de codificacao
ou ORF (Open Reading Frame) de uma
determinada proteina que quando expressa
define uma caracteristica de interesse.
Resisténcia a insetos-praga esta sendo inserida
em plantas transgénicas de milho via
superexpressao de genes cry de B.
thuringiensis.

O GMS serve para identificar e selecionar as
células que tenham o DNA heterdlogo integrado
no genoma. GMSs sdo fundamentais para o
desenvolvimento de tecnologias de
transformacéo de plantas, pois o processo de
transferéncia de um transgene para uma célula
receptora e de sua integracdo no genoma €
muito ineficiente na maioria dos experimentos,
sendo que as chances de recuperacao de linhas
transgénicas sem selecdo sdo geralmente muito
baixas.

Atualmente, os GMSs mais utilizados para a
producao de milho transgénico sdo aqueles que
conferem tolerancia a herbicidas. Dentre estes,
0s genes bar, isolado de Streptomyces
hygroscopicus, e o pat, isolado de Streptomyces
viridochromogenes, ambos codificando a
enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT) (DE
BLOCK et al.,1989) sdo frequentemente citados
(GORDON-KAMM et al., 1990; ZHAO et al.,
2001; ISHIDA et al., 2007).

Tanto a sequéncia de nucleotideos que codifica
para a proteina de interesse quanto aquela que
codifica para a proteina utilizada na selecéo dos
calos transgénicos sdo acompanhadas por
sequéncias regulatérias, tais como promotores
e terminadores, 0s quais sao responsaveis pelo
controle da expresséo génica.
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Sequéncias controladoras da expressao
génica

Promotores sdo sequéncias de DNA,
normalmente presentes nas extremidades 5' de
uma regido codificadora, usadas pela RNA
polimerase e fatores de transcricdo para iniciar o
processo de transcricdo génica (BUCHANAN et
al., 2000). O promotor viral 35S, isolado do virus
do mosaico da couve-flor (CaMV35S), é um dos
mais utilizados para direcionar alto nivel de
expressao constitutiva em plantas (ODELL et al.,
1985). Entretanto, seu funcionamento em
monocotileddneas nédo € téo eficiente quanto em
dicotileddoneas. O promotor mais utilizado para
direcionar a expresséo de uma proteina
constitutivamente em milho é, atualmente, o
promotor isolado do gene da ubiquitina de milho
Ubil (CHRISTENSEN; QUAIL, 2005).

As regides 3' UTRs, também conhecidas como
regides terminadoras, séo utilizadas para
sinalizar o término da transcricdo (LESSARD et
al., 2002), impedindo que ocorra a producgéo de
moléculas quiméricas de RNA e,
consequentemente, a formacéo de novas
proteinas, se o complexo da polimerase
continuar transcrevendo além do seu sinal de
término. As sequéncias 3' UTRs mais utilizadas
em construgdes génicas para transformacéo de
milho incluem nos do gene nopaline sintase de
Agrobacterium (DEPICKER et al., 1982), a regido
3'do CaMV35S (FRAME et al., 2002), e a do
gene inibidor de proteinase pinll de batata (AN et
al., 1989). A Tabela | apresenta exemplos de
elementos génicos utilizados na producéo de
alguns eventos transgénicos de milho Bt
liberados pela Comisséo Técnica Nacional
(CTNBIO) para a utilizacdo comercial no Brasil.
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Tabela I: Elementos Genéticos Introduzidos nas Plantas de Milho Transgénicas Bt Liberadas pela CTNBio para Comercializacdo no Brasil (agbios, 2009)*
Evento Promotor Gene de Interesse / Terminador Promotor Gene de Selecéo / Terminador
Gene de Interesse QOrigem Gene de Interesse Gene de Selecéo QOrigem Gene de Selecdo
BT11 Promotor viral CaMVv35S™; [ cry1Ab @ / Bacillus A. tumefaciens Promotor viral CaMV | pat®™ / fosfinotricina N- | A. tumefaciens
intron IVS6 do gene alcool | thuringiensis nopaline sintase (nos) | 35S; intron IVS2 do acetiltransferase nopaline sintase (nos)
dehidrogenase de milho gene alcool (Streptomyces
dehidrogenase de viridochromogenes)
milho

MIR 162 Promotor do %;ene da Vip3Aa20 — proteina CaMV35S poly(A) Promotor do geneda | pmi - mannose-6- CaMV35S poly(A)
poliubiquitina “ de milho e vegetative poliubiquitina de milho | phosphate
primeiro intron - ZmuUbilnt | insecticida® / (Bacillus e primeiro intron - isomerase® /

thuringiensis strain ZmUbilnt Escherichia coli
AB88)

MON 810 2X CaMV 35S e HSP70 [ cry1Ab @/ Bagcillus Ausente no milho

intron thuringiensis geneticamente
modificado
MON89034 Promotor CaMV35S; crylA.105 — delta 3'regido ndo traduzida | CaMV 35S Neomicina A. tumefaciens

5' sequéncia leader ndo endotoxina do gene de trigo “heat fosfotransferase 1I® nopaline sintase (nos)
traduzida (5'UTR) do gene | quimérica ™ | Bacillus | shock protein 17.3” (Escherichia coli)
“chlorophyll a/b-binding thuringiensis
protein” de trigo; intron do
gene de actina de arroz
Promotor FMV-35S - do cry2Ab delta- A. tumefaciens
Figwort Mosaic Virus; endotoxina (Bacillus nopaline sintase (nos)
intron thuringiensis)
Hsp70 do gene “heat
shock protein” de milho;
Transito peptideo do gene
“RBC-small subunit” de
milho.

TC1507 Promotor da ubiquitin (ubi) | crylFa2®™ / Bacillus Sinal de poliadenilagio | CaMV 35S pat™ / fosfinotricina N- [ CaMV35S poly(A)
ZM de milho; primeiro exon | thuringiensis do gene 3' ORF25 de acetiltransferase
e primeiro intron do gene (Agrobacterium (Streptomyces
da ubiquitina tumefaciens) viridochromogenes)

* Plantas obtidas através de cruzamento de dois ou mais eventos transgénicos nao foram listadas.

@ O promotor CaMV35S é um promotor constitutivo de origem viral, direciona altos niveis de expresséo proteica tanto em monocotileddneas
como em dicotileddneas (ODELL et al., 1985)

@ O gene cryl1Ab, isolado da bactéria de solo gram-positiva Bacillus thuringiensis, codifica para a proteina inseticida Cry1Ab, ativa contra
insetos da ordem Lepidoptera.

© O gene bar e o gene pat codificam para a enzima fosfinotricin acetil transferase (PAT). Esta enzima é usada como um marcador de selegéo e
também como fonte de resisténcia aos herbicidas do grupo fosfinotricin (glifosinato) (DE BLOCK et al., 1987). O glifosinato de aménio é o
principio ativo presente em alguns herbicidas (Basta®, Rely®, Finale®, and Liberty®). O glifosinato de ambnia possui estrutura quimica
semelhante ao glutamate e age inibindo a enzima glutamina sintase. Glutamina sintase esta envolvida na detoxicagéo de aménia. O
decréscimo de atividade da glutamina sintase gera um aumento na concentragdo de amdnia intracelular, com consequente desestruturacédo da
membrana celular e paralisagédo da fotossintese, o que provoca a morte da planta. A enzima PAT inativa o herbicida via acetilagao.

“ Ubiquitina € uma das proteinas mais conservadas em plantas. Esta envolvida em varios processos celulares incluindo degradagédo de
proteinas e reparo de DNA. E muito abundante no citoplasma da maioria das células vegetais (CHRISTENSEN et al., 1992). Este promotor &
muito utilizado para direcionar a expressao constitutiva de genes heterélogos em monocotiledéneas.

® 0O gene vip3A foi isolado de Bacillus thuringiensis, codifica para a proteina vegetative Vip3A com alta toxicidade para insetos da ordem
lepidoptera, incluindo Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea (ESTRUCH et al.,
1996).

© O gene pmi codifica para a enzima fosfomanose isomerase (PMI), a qual ¢ utilizada no metabolismo da manose. A manose é absorvida pela
planta e convertida para manose 6-fosfato através da enzima hexokinase. A planta é incapaz de utilizar a manose 6-P. O acumulo deste
produto gera a inibicdo da fosfoglicose isomerase e da via metabdlica da glicélise, causando uma inibicdo do crescimento. Plantas
transgénicas que produzem PMI conseguem utilizar a manose como fonte de carbono.

O gene cry1A.105, é um gene quimera constituido de 4 dominios de proteinas Cry ja utilizadas previamente em plantas transgénicas.

©® 0O gene nptll confere resisténcia & canamicina e antibi6ticos similares. Foi utilizado como marcador de seleg&o. Entretanto, depois da
producéo do milho transgénico, foi retirado da planta através de segregacéo convencional. Esta linhagem de milho ndo contém genes
marcadores de selecdo, apenas o0s genes de interesse cry1A.105 and the cry2Ab2.

© O gene crylFa2 codifica para a proteina Cry1F, que é letal quando ingerida apenas por larvas de insetos da ordem lepdoptera, incluindo
Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, Heliothis virescens, Helicoverpa zea. Para otimizar a expresséo da proteina CrylF, a sequéncia
nucleotidica do gene crylFa2 foi modificada via in vitro mutagéneses para conter codons aminoacidicos preferidos pela planta.
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Retrocruzamento assistido para geracéo de
linhagens de milho transgénicas

Os processos utilizados na transformacao
genética de milho requerem a etapa de
regeneracdo de plantulas in vitro. Nesses
processos, 0s genoétipos mais responsivos em
cultura de tecidos sao de origem temperada e
sem qualquer adaptacédo agronémica as nossas
condi¢Bes. Como esses genotipos sdo as
principais fontes para a obtengéo de eventos
transgénicos, 0s transgenes precisarado ser
transferidos para as linhagens elites de cada
programa de melhoramento para a obtencao dos
hibridos.

O meétodo de retrocruzamento € o mais
adequado quando se quer introduzir um ou
poucos genes em materiais-elite, uma vez que
consiste em cruzar um genitor doador, aquele
gue no caso possui 0 transgene, com um genitor
recorrente, que séo as linhagens elites que se
deseja converter. A partir do cruzamento inicial,
as progénies sdo selecionadas e cruzadas
sequencialmente com o genitor recorrente até
gue se recupere 0 maximo do genoma
recorrente, mantendo o transgene de interesse.
Em um programa de retrocruzamentos, a cada
geracao, é recuperada, em média, a metade da
constituicao genética do genitor recorrente em
relacdo a geracado anterior. Assim, no primeiro
ciclo de retrocruzamento, as progénies
possuem, em média, 75% do genoma
recorrente, no segundo, 87,5% e assim
sucessivamente. Considerando que o genitor
doador €, na maioria das vezes, geneticamente
divergente dos genitores recorrentes, sao
necessarios até seis ciclos de retrocruzamento
para a recuperacédo acima de 99% do genoma
recorrente.

O tempo excessivo gasto para a obtencao de
linhagens transgénicas convertidas é uma das
principais limitag6es dos programas de
retrocruzamento, considerando a alta
competitividade do mercado de hibridos de
milho. Por outro lado, a complexidade e as
exigéncias de biosseguranca para cada evento
transgénico também implicam em custo elevado
e demandam tempo. Assim, a forma mais
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conveniente de transferir o transgene para o
germoplasma melhorado é por meio de
retrocruzamento assistido por marcadores
moleculares. Esse processo permite a selecdo
de progénies que contenham o transgene com a
menor regiao flanqueadora do parental doador e
com a maior recuperagao do genoma recorrente
de forma rapida e eficiente. Esquemas de
retrocruzamento assistido tém sido descritos em
detalhes para o milho por varios autores
(WILLCOX et al., 2002; BOUCHEZ et al., 2002;
RIBAUT; RAGOT, 2007; GUIMARAES et al.,
2009). Nessa estratégia, 0 aumento no custo
das genotipagens com os marcadores é
compensado pela reducéo significativa no
namero de geracdes de retrocruzamentos para
se recuperar adequadamente o genoma
recorrente, considerando o alto valor agregado
de um evento transgénico.

O retrocruzamento assistido pode ser realizado
tanto para a selecao do transgene quanto para a
selecédo do genoma recorrrente. A selecdo do
transgene com o auxilio de marcadores
moleculares deve ser preferida quando a
caracteristica conferida pelo transgene néo for
de f&cil avaliagéo fenotipica ou quando se
deseja piramidar mais de um transgene
independente. A localizacdo do transgene no
genoma € importante, uma vez que marcadores
flanqueando o gene-alvo reduzem a contribuicéo
do genoma doador na regido proxima ao
transgene. A selecdo do genoma recorrente é
realizada utilizando marcadores distribuidos
aleatoriamente no genoma, sendo realizada a
cada ciclo de retrocruzamento apés a selecdo
das progénies que possuam o transgene.

Tamanho da populacdo e nUmero de
marcadores

Para a identificacdo de um gene de heranca
simples, seria necessario o numero minimo de
cinco plantas em cada geracao de
retrocruzamento, para que pelo menos uma
contenha o gene-alvo com probabilidade
superior a 95%, e sete plantas para que a
probabilidade seja maior do que 99%. No
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entanto, este numero de plantas é muito
pequeno para oportunizar a selecao eficiente do
genoma recorrente com marcadores
moleculares. Assim, para a sele¢do do genoma
recorrente em um programa de retrocruzamento
assistido, devem ser escolhidos marcadores que
amostrem bem o genoma da espécie, de
preferéncia, espacados a pelo menos 20 cM
(OPENSHAW et al., 1994). Dados de simulacéo
mostram que a utilizacdo de 100 plantas em
cada geracdo de retrocruzamento assistido
permite a recuperacdo quase completa do
genoma recorrente em trés geracdes, e que 0
aumento nesse tamanho de populacéo traz
pouco beneficio (FRISCH et al., 1999).
Considerando 100 plantas em cada uma das
trés geracdes de retrocruzamento assistido com
80 marcadores moleculares, ap6s 10.000
simulacdes, foi obtida recuperacéo de 97,4% do
genoma recorrente, sendo necessarios 5.430
dados moleculares. Utilizando uma populagéo
de 200 individuos, obteve-se uma recuperacao
de 97,8% do genoma recorrente, sendo
necessarios 10.500 dados moleculares.
Segundo Morris et al. (2003), o uso de trés
ciclos de retrocruzamento assistido com
marcadores é suficiente para uma recuperacao
superior a 99% do genoma recorrente em milho.
Tais condi¢des sdo importantes para a reducéo
do tempo para a obtencao de linhagens
isogénicas. Mesquita et al. (2005) obtiveram
duas progénies RC,F, apresentando 98,2% do
genoma recorrente, utilizando 68 marcadores
SSR aleatoriamente distribuidos no genoma do
milho. Essa seria a porcentagem média de
genoma recorrente esperada no quinto ciclo de
retrocruzamento.

Eventos transgénicos expressando
resisténcia ao ataque de insetos-praga

Os programas de clonagem e transformacao de
plantas de institutos de pesquisa e empresas
atualmente sé@o bastante intensos, gerando
novidades a cada ano. Especificamente para
resisténcia a pragas na cultura do milho, ha mais
de uma dezena de eventos. Alguns ja estédo
praticamente descartados no milho, como, por
exemplo, o Cry 1Ac e Cry 9C. Entre os que

estdo sendo comercializados, destacam-se 0s
eventos que expressam as toxinas CRY 1A(b) e
CRY 1F, com atividade sobre os lepidépteros, e
o cry3Bbl para o controle de coledpteros (larvas
de Diabrotica spp.).

No Brasil, estéo liberados para comercializagéo
dois eventos expressando a toxina do Bt CRY
1A(b), um evento expressando a toxina CRY 1F
e, mais recentemente, um evento expressando a
toxina CRY 1A 105 e CRY2A02, com atividade
sobre os lepidopteros. Estes eventos estdo
registrados para trés espécies: a lagarta-do-
cartucho do milho (LCM), Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith); a lagarta-da-espiga do milho
(LEM), Helicoverpa zea (Boddie); e a broca-da-
cana-de-acucar (BCA), Diatraea scaccharalis
(Fabricius). Entretanto, existem dados na
literatura indicando também a atividade dessas
toxinas sobre a lagarta-elasmo (LEL),
Elasmopalpus lignosellus (Zeller). Indicacdes
oriundas de usuarios de campo relatam a
atividade das toxinas do Bt também sobre a
lagarta-militar, Mocis latipes (Guenée). Portanto,
0s eventos hoje disponiveis no Brasil oferecem
protecao contra as principais espécies de
lepiddpteros-praga do milho. Em outros paises,
como nos Estados Unidos da América, essa
tecnologia tem sido usada, principalmente, no
controle da lagarta-européia do milho, Ostrinia
nubilalis (Hubner), que ndo ocorre no Brasil, e
das diferentes espécies do género Diabrotica,
que la anualmente causam grandes danos ao
milho.

Especificidade das toxinas para os insetos-
praga

As toxinas do Bt apresentam alta especificidade
e, dentro do mesmo grupo de insetos, a
atividade de cada toxina é diferenciada. Estudos
toxicologicos revelam diferencas significativas
em nivel de espécie (Fig. 08). Portanto, a
estratégia de piramidacdo de dois ou mais
genes cry, expressando diferentes toxinas numa
mesma cultivar, ndo sé contribui para 0 manejo
da resisténcia, mas também aumenta a
eficiéncia no controle de diferentes espécies de
insetos-praga.
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Figura 08: Médias (+ erro padrdo) do nimero de sobreviventes por planta 15 dias ap0s a infestacdo de LCM dos
hibridos contendo as toxinas relacionadas de 1 a 10, sendo o hibrido de nimero cinco considerado de resisténcia

natural. Waquil et al (2002)

Manejo Integrado de Pragas (MIP) do milho
com a utilizacdo datecnologia Bt

Embora existam recomendacdes suficientes
para a pratica do manejo de pragas na cultura
do milho, os dados de campo sobre o uso
dessas praticas sao raros, mas sabe-se que, na
maioria dos casos, ainda ha muito a ser
melhorado.

Os resultados de pesquisa de campo com o
milho Bt no Brasil ainda sdo insipientes, mas ja €
possivel fazer algumas inferéncias sobre a
pratica do manejo de pragas utilizando essa
tecnologia. A eficiéncia para algumas das
espécies-alvo é bastante alta e pode dispensar

totalmente a aplicacédo de defensivos.
Entretanto, para a LCM, os dados indicam
alguma variacéo na protecédo oferecida as
plantas. Portanto, dependendo do hibrido e da
intensidade de infestacdo, pode ser necessario
controle complementar. Esta estratégia pode ser
til para 0 manejo da resisténcia, pois, o controle
dos sobreviventes no milho Bt, com certeza,
contribuird para a reducao da selecdo de
bidtipos resistentes. E importante lembrar que,
para a toxina do Bt se tornar ativa, precisa ser
ingerida pelo inseto. Assim, o produtor
certamente ir4 se deparar com algum sintoma
de dano nas folhas do milho, como, por
exemplo, folhas raspadas (Fig. 9).
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Figura 09: Sintomas de danos causados pela alimentacdo de Spodoptera frugiperda (Smith) em folhas de millho Bt
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contendo atoxina Cry 1A(b) (A) e em folhas do isogénico ndo-Bt (B), Sete Lagoas-MG, outubro de 2008

Outro aspecto importante a ser observado é que
a intensidade do dano causado pela alimentacao
€ muito menor, quando comparado aos
isogénicos nao-Bt (Fig. 10). Os resultados
obtidos na safra 2008/2009 (primeira safra
cultivada com milho Bt no pais) revelaram certa
variabilidade no nivel de protecéo das plantas

contra o ataque da LCM. AvaliagOes realizadas

em Minas Gerais indicam que o milho Bt

protegeu o milho de forma equivalente a, pelo

menos, trés aplicacdes de inseticidas. Em

média, os hibridos Bttém produzido cerca de até

20% a mais do que os equivalentes ndo-Bt .
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Figura 10: Avaliacdo de danos de Spodoptera frugiperda, através de escala de nota (0 a 4), em milho ndo-Bt e

isogénico Bt, Sete Lagoas-MG, outubro de 2008
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Regras para utilizacdo do milho Bt

Para a utilizagdo do milho Bt, o produtor
necessita seguir duas regras: (i) a da
coexisténcia, exigida por lei e definida na
Resolucao Normativa n° 4, de 16 de agosto de
2007 (CTNBIo); (i) a do Manejo da Resisténcia
de Inseto (MRI), recomendada pela Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBI0).
Nas embalagens de sementes de milho Bt,
existe um contrato. Assim, ao abrir a
embalagem, o produtor assume a
responsabilidade de seguir as normas acima.

A regra de coexisténcia exige o uso de uma
bordadura de 100 metros isolando as lavouras
de milho transgénico das de milho convencional.
Alternativamente, pode-se usar uma bordadura
de 20 metros, desde que sejam semeadas dez
fileiras de milho ndo-transgénico (igual porte e
ciclo do milho transgénico plantado), isolando a
area de milho transgénico.

MRI é a utilizacdo de area de refugio. A
necessidade dessa pratica advém do consenso
de que o cultivo do milho Bt em grandes areas
resultara na selecéo de biotipos das pragas-alvo
resistentes as toxinas do Bt. Obviamente, o
monitoramento da infestacéo das plantas
também é importante, pois, dependendo do
hibrido utilizado e da intensidade da infestacgéo,
o produtor pode precisar adotar medidas de
controle complementares.

Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI) na
utilizacdo do milho Bt

As duas estratégias basicas para o manejo da
resisténcia no uso do milho Bt sdo: (i) expresséo
de alta dose da proteina Cry no hibrido
transgénico; (ii) a utilizacdo da area de reflgio.
Considerando os principios da genética de
populacdes, o mais provavel é que os genes de
resisténcia estejam em heterozigose na
populacgdo, pois, antes da selecao, sendo a
frequéncia da resisténcia baixa, existe uma
maior probabilidade de cruzamento entre um
individuo heterozigoto para resisténcia com um

homozigoto suscetivel. Também, como a
dominancia geralmente ndo é completa, a dose
necessaria para matar o heterozigoto é maior do
gue a do homozigoto suscetivel e menor do que
a do homozigoto resistente. Assim, a utilizacédo
de alta dose, a qual reduz a sobrevivéncia dos
individuos heterozigotos, associada a area de
refagio que permita a sobrevivéncia de
homozigotos suscetiveis, reduzira
significativamente a chance de cruzamentos
entre dois heterozigotos, segregando, assim,
individuos homozigotos resistentes e reduzindo
a velocidade da selecdo de uma raga de insetos
resistentes.

Em principio, os riscos da sele¢&o de tipos
resistentes, tanto aos inseticidas quanto as
toxinas do Bt, dependem de varios fatores.
Adicionalmente, a avaliacdo do risco depende
de muitas variaveis, tais como o ambiente, o
inseto e 0 evento do Bt expresso na planta, ou o
inseticida. Algumas dessas variaveis s podem
ser estimadas ap6s a identificagdo do fendétipo
resistente, como, por exemplo, a frequéncia
inicial do gene de resisténcia. Portanto, essa
comparacao so podera ser feita a posteriori,
comparando casos especificos.

Area de refugio

No Brasil, a area de refugio é a semeadura de
10% da area cultivada com milho Bt, utilizando
hibridos ndo-Bt de igual porte e ciclo, de
preferéncia, os seus isogénicos. A area de
refligio ndo deve estar a mais de 800 metros de
distancia das plantas transgénicas. Essa é a
distancia méaxima verificada pela dispersao dos
adultos da LCM no campo. Todas essas
recomendaces sao feitas no sentido de
sincronizar os cruzamentos dos possiveis
adultos sobreviventes na area de milho Bt com
suscetiveis emergidos na area de refagio. O
refligio estruturado deve ser desenhado de
acordo com a area cultivada com o milho Bt.
Para glebas com dimensdes acima de 800
metros cultivadas com milho Bt, serdo
necesséarias faixas de refdagio internas. Ainda
segundo a recomendacao da CTNBio, na area
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de refagio, é permitida a utilizacdo de outros
métodos de controle desde que ndo sejam
utilizados bioinseticidas a base de Bt.

Acao em organismos ndo-alvo e inimigos
naturais

A especificidade das toxinas do Bt resulta em
alta seletividade na sua atividade, agindo
apenas nas espeécies-alvo. Assim, afeta menos a
comunidade dos insetos que utilizam o milho
como hospedeiro do que a utilizacao de
inseticidas convencionalmente usados, por
exemplo. Essa seletividade inclui também a

comunidade de inimigos naturais, abelhas e
outros insetos, como pulgdes e tripes (Fig. 11).
Dados de literatura mostram que essas
proteinas, nas formulagfes de B. thunringiensis
empregadas na agricultura, tém sido
consideradas relativamente ndo toxicas para
abelhas, existindo inclusive uma formulacdo
comercial para controle de traca-da-cera em
favos de mel. Para predadores do género Orius
e outros predadores heteropteros e
coccinelideos, todas as pesquisas realizadas até
0 momento indicam auséncia de efeito negativo.
No entanto, ndo existem estudos conclusivos
sobre o efeito dessa toxina na comunidade de
insetos ndo-alvo da cultura do milho.
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Figura 11: Nimero médio (IC, p=0,90) de pulgdes (A) e tripes (B) por planta de milho ndo-Bt e milho Bt, em
diferentes idades, em Sete Lagoas-MG, safra 2008/2009
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O monitoramento das comunidades de insetos
no cartucho do milho, realizado em varias
regides do pais e durante varias safras, tem
demonstrado a importancia de predadores
generalistas na cultura. Dentre esses, 0s
encontrados com maior frequéncia sao os
percevejos Orius spp. e as tesourinhas Doru
luteipes e Euborellia sp. Avaliagbes do impacto
das presas desenvolvidas no milho Bt sobre
esses predadores ndo tém revelado efeitos
significativos. Entretanto, existe grande
preocupacéo no efeito que o Bt pode provocar
na reducao da qualidade das presas, afetando a
dindmica populacional dos inimigos naturais. Os
resultados das pesquisas até entédo publicados
revelaram efeitos relativamente pequenos e em
um namero insignificante de casos. Contudo, o
controle biol6gico tem papel fundamental no
manejo integrado dos lepidépteros-chave da
cultura com a utilizacdo do milho Bt, uma vez
gue a densidade populacional desses insetos ira
reduzir e os insetos sobreviventes podem
apresentar maior suscetibilidade ao ataque dos
predadores. Isso poderé resultar num controle
biolégico mais eficiente, tanto na area de
refligio, como sobre os sobreviventes no milho
Bt, principalmente, nas areas com maior
diversidade de culturas.

Biosseguranca de milho geneticamente
modificado

Biosseguranca significa o uso sustentavel do
meio ambiente, de produtos biotecnolégicos e
aplicacdes para a saude humana, biodiversidade
e sustentabilidade ambiental como suporte ao
aumento da seguranca alimentar mundial.

No Brasil, a legislacdo vigente é regida pela Lei
de Biosseguranca, n°® 11.105, de marco de 2005,
regulada pelo Decreto n® 5.591, de 24 de
novembro de 2005, que estabelece normas de
biosseguranga e mecanismos de fiscalizagédo
sobre a construgéo, o cultivo, a producéo, a
manipulacao, o transporte, a transferéncia, a
importacéo, a exportagdo, o armazenamento, a
pesquisa, a comercializacdo, 0 consumo, a
liberacdo no meio ambiente e o descarte de
Organismos Geneticamente Modificados
(OGMs) e seus derivados. Esta lei adota

diretrizes que estimulam o avanco da ciéncia na
area de Biosseguranca e Biotecnologia,
protecdo a vida e a saude humana, animal e
vegetal, dentro dos principios da precaucao para
protecdo do meio ambiente previstos no
Protocolo de Cartagena.

A Lei de Biosseguranca cria o Conselho
Nacional de Biosseguranca — CNBS, vinculado a
Presidéncia da Republica, com o objetivo de
formular e implementar a Politica Nacional de
Biosseguranca e de fixar os principios e
diretrizes para a acdo administrativa dos 6érgaos
e entidades federais com competéncia sobre a
matéria. Este conselho também tem
competéncia para analisar e decidir sobre
aspectos de interesse nacional, sobre a
liberacdo comercial de organismos transgénicos
e seus derivados, quando solicitado.

Alein® 11.105 recriou a Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranga- CTNBIO, 6rgao
responsavel pela realizacdo das analises de
risco prévias, relativas as atividades e projetos
gue envolvam OGMs e seus derivados no Brasil.
A pesquisa com organismos geneticamente
modificados no pais é regulada passo a passo,
desde a clonagem do gene até a obtengéo da
nova cultivar, havendo todo um arcabouco legal
a regulamentar a matéria do ponto de vista de
sua seguranca ambiental e alimentar.

Normas adequadas de biosseguranca, analises
de risco de produtos biotecnoldgicos,
mecanismos e instrumentos de monitoramento e
de rastreabilidade sdo necessarios para
assegurar gue nao haja danos a satde humana
e ao meio ambiente. Risco pode ser definido
como uma medida dos efeitos de uma
ocorréncia e da magnitude de sua ocorréncia. A
avaliacdo de risco de OGMs no Brasil deve
enfocar o fenétipo ou produto, ao invés do
processo em que é desenvolvido o transgénico,
considerando-se suas caracteristicas
especificas. Nas analises de risco devem ser
usadas as bases de comparacao apropriadas.
Devemos discutir analise de risco ambiental de
OGMs focando fluxo génico, coexisténcia, biota
do solo, efeitos potenciais sobre as cadeias
tréficas e a biodiversidade. Nado podemos
também esquecer a seguranca alimentar e o
monitoramento pés-comercial das plantas
geneticamente modificadas.
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